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   We have used a reverse transcriptase-polymerase chain reaction assay for prostate specific antigen 
(PSA) expression to detect hematogenous microdissemination i  patients with prostate cancer. 
Thirty-nine consecutive patients with prostate cancer were surveyed. Nineteen patients (48.7%) were 
positive for PSA-expressing cells in this assay. Positivity rates by stage were as  follows  : stage  A1-0/1, 
 A2-0/2,  B-2/6,  C-2/9,  DO-3/3,  D1-1/4,  D2-11/14. In clinically organ-confined cancers with a positive 
assay result, two stage C patients ubsequently developed bone metastasis, while two stage B patients 
who were positive had no evidence of disease progression. In patients with a negative assay result, 3 of 
the 3 stage A, 3 of the 4 stage B, and 6 of the 7 stage C patients did not develop hematogenous 
dissemination during the follow-up period. Molecular assay for hematogenous microdissemination f 
prostate cancer cells provides an opportunity for earlier detection of disseminated disease and may have 
prognostic value. 
                                             (Acta Urol. Jpn.  42: 791-794, 1996) 
Key  words  : Prostate specific antigen, Molecular staging, Reverse transcriptase-polymerase chain 
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緒 言
限 局 性 前 立 腺 癌 のCO--50%は初 診 時 のstage診断 が
understagingであ る と す る 報 告Dが あ る こ と,ま た 骨
転 移 の 臨 床 診 断 法 と し て ル ー チ ン化 さ れ て い る 骨 シ ン
チ 検 査 に お い て,加 齢 が もた ら す 骨 変 化 に よ る 偽 陽 性
所 見 や 画 像 分 解 能 レ ベ ル 以 下 の 陰 性 所 見 が 認 め られ る
こ と は,正 確 なstage診断 を妨 げ る 一 因 で あ る ・




















種々.の悪性腫瘍 の場合で も同様であ り,こ の問題点 を
解決すべ く,正 常細胞には認 められず癌細胞に特異的
なDNA配 列,あ は い は メ ッセ ン ジ ャーRNA
(mRNA)をマーカーに した分子診断法が検討 されて
き た(Tablel).この分子診 断学の背景 に は,逆 転
写 酵 素反 応一 ポ リメ ラーゼ チ ェー ンリ ア クシ ョン
(RT-PCR)法な どの進歩 によ り,目 的 とす るDNA,
RNAの 塩基 配列 の微量検 出が可能 にな ったこ とが寄
与 しているもの と考 えられる.




対 象 と 方 法
種々のstageの前立腺癌患者39人,お よび陰性 コン
トロール として,前 立腺肥大症患者5人,急 性前立腺
炎患者1人,女 性患者5人 より末梢静脈 より約10ml
採 血 後,Ficoll-Paquegradientcentrifugation法に
て,血 液中の細胞分画 を採取 した.さ らにTRIzolTM
溶液 を用 いて細胞分 画 のRNAを 抽 出 した.な お,
PSAmRNA産 生が認 め られ る前 立腺癌樹 立細 胞株
LNCaPよ り抽 出 したRNAを 陽性 コン トロールに用



























増 幅後,電 気泳動 を行 い,PSAmRNA由 来 であ る
214bpサイズ のPCR産 物の有無 をサザ ン解析 にて
検出 した.な お,正 常,癌 細胞 いずれにおいて も恒常
的 に発現 してい るとされる トランスフェ リンレセ プ
ターのmRNA配 列 に相補 的な プライマ ーを用 い て
RT-PCRを行 い,抽 出 したRNAの クオ リテ ィーに
問題がない ことをあ らか じめ確認 した.
結 果
Fig.2にサザ ンオー トラジオグラムを示すが,ト ラ
ンスフェ リンレセプターのmRNAは ほぼ一様 に発現
してお り,RNAの 変性が生 じていない もの と判定 さ
れた.ま た,図 中 のcase2および12で認 め られ る
360bpサイズ のPCR産 物 はRNA抽 出操 作 中 の
contaminatedDNA由来のシグナルであ り,PCR産
物 の サ イ ズ よ り,RNA由 来 の もの と区 別可 能 で
あった.一 方,前 立腺癌患者 の検体 か らは,種 々の強
度 を示すPCR産 物 のシグナルがえ られた.前 立腺癌
患者39人中19人(48.7%)が陽性 を示 し,前 立腺肥大
症患者5人,急 性前立腺患者1人,女 性患者5人 はい
ずれ も陰性 であ った.
前立腺癌 患者 の種 々のstage別の 陽性 率 は,stage
Al:0/1,A2:0/2,B:2/6,C:2/9,DO:3/3,Dl:
1/4,D2:11/14であ った(Table2).また,病 理学
的分 化 度 別 の 陽性 率 は,高 分 化 型:2/5,中分 化
型:7/16,および低分化型:10/16であった.
stageBおよびCの 患 者 にお け るPSART・PCR
ア ッセイ の結 果 とそ の後 の 臨床 経過 とを比較 した
(Table3).対象 とな ったstageB患者 は,い ずれ も
ア ッセイ検討後根治手術 を受 け,ア ッセ イ陽性 を示 し
た2人 はいずれ も術後観察期 間(13,21カ月)中.再
















































遠隔転 移 を認 めて お らず,1人 は21カ月後 に骨 転 移
(EODl)が発 見 された.stageC患者 につ い ては,
ア ッセ イ陽性2人 は,そ れぞれ6,11カ月後 にEOD
lの骨転移が認め られた.ア ッセイ陰性7人 の うち,
手術 を受けた3人 で は,2人 が術後 それぞれll,13カ
月間,再 発 ・遠 隔転移が生 じてお らず,残 りの1人 に
局所再発が認 め られ た.抗 ホルモ ン療法が施行 された
4人 では,3人 が それぞれ12,14,20カ月間,stable























従来の血清腫瘍マ ーカーとしてのPSA値 測定 は,
前立 腺(癌)細 胞 よ り分 泌 され,血 中 にleakした
PSAタ ンパ クを定量解析す る ものであ り,間 接的な,
あるいは臨床統計学的な遠隔転移の指標 としての一面
を有す る.一 方,今 回の検討で示 した分子学的診 断法
は,PSAタ ンパ クの産生源で あるmRNAを 癌細胞
のマーカーにした解析法であ り,PSAmRNAを 有す
る癌細胞 を血液 中よ り直接証 明 しうる方法 といえる.
血液中の前立腺癌細胞の検 出を試みた報告 を遡 ると,
Handyら2)は血液 中の細胞成分 を分離 し,抗PSA抗
体 を用 いて免疫染色 を施 し癌細胞の同定 を検討 してい
る.し か し,血 液 中に遊離 して いるPSAタ ンパ クを
貧食 したimmunocyteの像 と癌 細胞 の像 とを明確 に
鑑別す ることは困難であ った と述べている.こ の限界
を克服 しうる分子学的なアプローチ として,1992年,
Morenoら3)はstageDの前立腺癌患者の末梢血 に対
象 にPSART-PCR法 を行 い,高 率 に癌 細胞 が血 中
に存在する ことを報告 している.わ れわれ も彼 らの方
法に準 じそ検 討 した結 果,同 様 にstageD患者 にお
ける高 い陽性率が え られ,PSART-PCR法に よる血
中微小播種検 出の妥当性 が示 された もの と解釈 してい
る.ま た,血 液中の播種 の検 出のみな らず,Deguchi
ら4)は,骨盤 リンパ節組織 にPSART-PCR法 に よる
分子診断法 を応用 し,微 小 リンパ節転移 に有用な方法
であ ると報告 している.
今回の検討 において,限 局性前立腺癌患者の うち,
stageBの6人中2人,stageCの9人 中2人 がPSA
RT-PCRアッセイで 陽性 を示 し,そ の後の 臨床経過
か ら結 果的 にPSART-PCRア ッセ イが 血 中播 種 の
早期微小診断につ なが った症例 が認 め られた ことは,
前立腺癌 の臨床 診断 の限界,あ るいはunder-estima-
tionの可能 性 を示 唆 す る もので あ る.ま た,逆 に
PSART-PCRアッセ イで陽性 を示 し血 中微小播種の
可 能性 が疑 わ れた に もかか わ らず,臨 床 的 にはno
evidenceofdiseaseの症例 も認め られたことは,血 中
に存在する癌細胞が必ず しも臨床的な転移巣形成につ
なが らない こ とを示 して い る.こ の ことは,Liotta
らの報告 結果5)と符 合す る もの であ る.い ず れ にせ
よ,PSART-PCRア ッセ イに よ る分子 診断法 は癌
播種の微小 ・早期発見 につなが りうる可能性 を秘めて
お り,今 後対象症例数 を増や し,個 々の臨床経過 との
関連 を観察すべ きもの と考えている.
上 述 したPSART-PCRア ッセ イのover-estima-
tionの問題の他 に,血 液中に癌細胞が遊 離 して いて
も,同 ア ッセイの検出能以下の レベルのPSAmRNA
しか有 さない細胞であれば,偽 陰性 になる とい う欠点
が挙 げ られ る.こ の 点 に 関 して,MemorialSloan
Ketteringからの報告6)では,前 立腺癌細胞 の細胞膜
局在 型 タ ンパ クで あ るprostaticspeci丘cmembrane
antigen(PSM)がクローニ ングされ,PSART-PCR
ア ッセイが陰性 でPSMRT-PCRア ッセ イで陽性 を
示 した例が報告 されている.こ のようにア ッセ イの感
度 を高める工夫 に進展が みられる一方,マ ーカー遺伝
子 の選択,PCRプ ロ トコールやプ ライマーのデザイ
ンを変えるこ とにより特異性が低下す ることが示唆 さ
れてお り,分 子診断の臨床応用 を考 えるうえで ア ッセ
イの感度 と特異性の両者が適度なバラ ンス を保つ こと
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